


























few differences  between  sites  and  year  of  cultivation.  In  tepals,  the  extraction method  and  the 









Saffron  spice  consists of dried  red  stigmas  coming  from  the  flowers of Crocus  sativus L.,  an 
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high temperature (23–27 °C), followed by a period of exposure at circa 17 °C for flower emergence. 
In Mediterranean environments,  flower  induction occurs  from early spring  to midsummer, while 














revealed  the properties of several compounds present  in the spice and  their positive  influence on 
human health. Phenolic and anthocyanin contents of plant material play a key role  in preventing 
oxidative damage  caused by  free  radicals, which are both  responsible  for degradation of dietary 
lipids,  hence  of  nutritional  value,  and  the  cause  for  various human diseases  [11].  Saffron  active 
constituents,  such  as  carotenoids  (i.e.,  crocins),  polyphenols,  and  vitamins,  show  significant 
antioxidant  activity  and  could  enhance  the memory  capability,  and  have  antitumor  and  cancer‐
preventive properties [2,12–15]. 
Currently, agricultural residues, such as citrus peel [16] and cocoa husk [17], are the focus of 
research  because  they may  contain  large  amounts of  bioactive  compounds  that  are  beneficial  to 







medical studies, saffron  tepals can be used  to  treat depression  [25] and had antinociceptive, anti‐
inflammatory, and antioxidant activities [26]. Saffron tepals can thus represent a significant cheap 
source  of  bioactive  compounds  for  the  development  of  potential  functional  foods  and  cosmetic 







in higher yields  in  a  shorter  extraction  time  [18]. The  selection of  a  suitable  solvent  is  crucial  to 
improve  the  extraction  efficiency. Water  and  organic  solvents,  such  as methanol,  are  the most 
commonly  used  [34].  Nevertheless,  water  is  only  effective  as  an  extraction  solvent  for  polar 
compounds, while organic solvents are efficient  to extract polar and weak polar compounds  [35]. 
However,  their  toxicity, environmental hazardous, high cost, and  low biodegradability extremely 
limit their applications. Thus,  the research  for sustainable and safe alternatives for replacing toxic 
organic solvents without compromising efficiency  is of utmost  importance. Aqueous methanol or 
water  solutions  are  already  used  for  the  extraction  of many  bioactive  constituents  from  saffron 
stigmas [4,9,36]. However, very little information is available on the most environmentally safe and 
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    Chambave  S. Christophe  Morgex 
Texture  Clay (%)  5.0  3.7  3.8 
  Fine Silt (%)  18.0  21.8  21.0 
  Coarse Silt (%)  21.6  20.2  14.4 
  Fine Sand (%)  23.9  24.3  25.0 
  Coarse Sand (%)  31.6  29.9  35.8 
Bulk density (g L−1)    n.d.  1123.7  1075.6 
Moisture (%)    13.7  17.3  20.2 
P Olsen (mg Kg−1)    16.9  69.2  113.0 
pH    6.7  6.9  7.4 
Electrical conductivity (μS/cm−1)    162  316  243 
N tot (%)    0.14  0.31  0.23 
C tot (%)    1.88  3.50  3.79 
Cation‐exchange capacity (meq 100 g−1)    13.9  19.2  15.7 
Exchangeable Ca (meq 100 g−1)    11.15  17.31  16.61 
Exchangeable K (meq 100 g−1)    0.47  1.47  0.53 




20.0  °C  in  Morgex  (Figure  1c).  Overall,  Morgex  resulted  in  being  the  site  with  the  superior 
precipitation rate (57.5 mm month−1) and highest relative humidity (R.H.), with the peak in November 
(89.3%). Conversely, Saint Cristophe was the driest site. The total radiation was generally lower in 
Chambave  than  in  the other  locations, with  the highest peak  in April  (218 KJm−2).  In  the  second 
cultivation season (2017–2018), average temperatures, ranged from 0.9 °C to 21.0 °C in Chambave, 
from  −2.3  °C  to 22.6  °C  in Saint Cristophe, and  from  −1.2  °C  to 19.5  °C  in Morgex,  and weather 
conditions were, in general, more wet with more rainfall. In particular, the highest precipitation rate 
and R.H. were measured in Morgex (74.5 mm/month and 84.0%, respectively). 















The  saffron  aqueous  extracts were prepared  according  to Caser  et  al.  [4]. Briefly,  50 mg  of 
powdered dried saffron were suspended into 5 mL of deionised water. After stirring (1000 rpm) for 
1  h  at  room  temperature  (circa  21  °C)  in  the  dark,  the  solution  was  filtered  with 
polytetrafluoroethylene (PTFE, VWR International, Milano, Italy) filters, with a 25 mm diameter and 
0.45  μm pore  size. The  saffron  extract was  then diluted  1:10 with deionised water  to  obtain  the 
working solution for future analyses. Each sample was prepared in triplicate. 









































The  total  anthocyanin  content  in  the  extracts was  determined  through  the  pH‐differential 
method [40]. The analysis was performed as follows: 1 mL of phytoextract was put into a 10 mL flask, 
and then made up to volume with a buffer solution at pH 1 (4.026 g KCl + 12.45 mL HCl 37% in a 1 L 
water volume). The  same was made  in  a  second  flask with  a  buffer  solution  at pH  4.5  (32.82  g 
C2H3NaO2 + 18 mL C2H4O2 in a 1 L water volume). Samples were put in the dark at room temperature 















where  Abs0  is  the  absorbance  of  the  control  (solution  without  phytoextract)  and  Abs1  is  the 
absorbance of the sample. The antioxidant capacity was plotted against a Trolox calibration curve 
and  results were  expressed as  μmol of Trolox  equivalents per gram  (μmol TE g−1).  In  the whole 
manuscript, results were expressed as μmol TE g−1 of dry weight (DW) for stigmas and μmol TE g−1 
of fresh weight (FW) for tepals. 













where  Abs0  is  the  absorbance  of  the  control  (solution  without  phytoextract)  and  Abs1  is  the 
absorbance of the sample. The antioxidant activity was plotted against a Trolox calibration curve and 




The  third procedure was  the  ferric  ion reducing antioxidant power  (FRAP) method [43]. The 
FRAP solution was obtained by mixing a buffer solution at pH 3.6 (C2H3NaO2 + C2H4O2 in water), 




The  antioxidant  activity  was  plotted  against  a  FeSO4∙7H2O  calibration  curve.  Solution  without 









mm,  5  μm,  Phenomenex,  Torrance,  CA,  USA),  using  several  mobile  phases  for  compound 
identification and  recording of UV spectra at different wavelengths, based on HPLC methods, as 
previously tested and validated [9,44], with some modifications. UV spectra were recorded at 330 




carotenoids  (safranal  and  crocins). All  single  compounds were  identified  by  a  comparison  and 
combination of  their  retention  times and UV spectra with  those of authentic standards under  the 
same  chromatographic  conditions. Results were  expressed as mg 100 g−1 of dry weight  (DW)  for 
stigmas and mg 100 g−1 of fresh weight (FW) for tepals. 
  











































Sodium  carbonate,  Folin–Ciocalteu phenol  reagent,  sodium  acetate,  citric  acid, hydrochloric 
acid, iron(III) chloride hexahydrate, 2,4,6‐tripyridyl‐S‐triazine (TPTZ), 2,2‐diphenyl‐1‐picrylhydrazyl 
(DPPH), 2,2′‐azino‐bis(3‐ethylbenzothiazoline‐6‐sulfonic acid (ABTS), potassium chloride, potassium 






Fluka  Biochemika,  respectively;  potassium  dihydrogen  phosphate,  ammonium  dihydrogen 
phosphate, and phosphoric acid were also purchased from Sigma Aldrich. Milli‐Q ultrapure water 






An  arcsin  transformation was  performed  on  all  percentage  incidence  data  before  statistical 
analysis in order to improve the homogeneity of the variance (Levene test, p < 0.05). All the analyzed 
data  were  checked  for  the  normality  of  variance  (Shapiro  test,  p  >  0.05).  For  all  the  analysed 
parameters, mean differences were computed using a one‐way or two‐way ANOVA with a Tukey 
post hoc  test  (p ≤ 0.05). Mean differences of  the  three sites over  the  two years were computed by 
“between‐subjects  effects”  tests. All  these  analyses were performed with SPSS  25.0  Inc.  software 
(USA). Principal  coordinate  analysis  (PCA)–biplot was performed using PAST  3.20. Eigenvalues 
were calculated using a covariance matrix among 30 traits as input, and the two‐dimensional PCA 


























in Table  3a  are presented  as mean  ±  standard deviation  for  each  site  in  each year  and  statistical 
comparisons were conducted among mean values of Y1 and Y2. 
a.  Values   
Traits  Year 1  Year 2  Mean Values 









































































































































































































Traits  Morgex  Saint Cristophe  Chambave  p 
Wilting rate (%)  52.42 ± 8.32 a  39.15 ± 5.75 b  44.15 ± 7.25 a,b  *** 
Flower (n m−2)  30.66 ± 14.76 b  58.56 ± 10.42 a  53.58 ± 8.68 a  ** 
Flower/corm (n)  2.00 ± 1.15  2.81 ± 1.65  2.80 ± 2.02  ns 
Stigma yield (g m−2)  0.21 ± 0.05 b  0.40 ± 0.10 a  0.35 ± 0.09 a  ** 
Stigma/flower (mg)  6.71 ± 1.15  6.36 ± 1.41  6.06 ± 1.24  ns 
Leaf length (cm)  28.56 ± 2.15 b  31.05 ± 3.09 a  30.83 ± 1.86 a  *** 
SPAD unit  53.90 ± 5.82 b  65.40 ± 4.98 a  62.10 ± 3.79 a  ** 
Shoot size (mm)  4.27 ± 1.49  4.39 ± 0.91  5.40 ± 0.46  ns 
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Corm size (mm)  23.24 ± 4.72  21.12 ± 3.14  25.99 ± 1.95  ns 
Replacement 
corm/corm (n) 
2.17 ± 1.47  3.08 ± 2.10  2.33 ± 1.20  ns 
Corm weight (g)  6.54 ± 0.78 a,b  5.95 ± 1.10 b  6.65 ± 0.56 a  ** 




agronomic,  biological,  and  environmental  factors  [50].  In  our  two‐year‐long  experiment,  plants 
produced more flowers per square meter and flower per corm in the second cultivation cycle in all 
the  sites  (66.4  vs.  28.8  flowers m−2  and  3.8  and  1.2  flower  corm−1)  (Table  3a).  Furthermore,  the 
environment  influenced  the  flower  yield, which was  significantly  higher  in  Saint Cristophe  and 















Conversely,  the  corm weight was higher  in Chambave  than  in Saint Cristophe  (6.65  and  5.95 g, 








several  nutraceutical  properties  for  human  health,  like  saffron  [4].  In  the  present  study, 
spectrophotometric  and  chromatographic  methods  were  used  to  determine  spice  quality  and 
bioactive compound content of the saffron produced in the three sites located in the north‐west Italian 
Alps (Table 4). 
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Table 4. Effects of cultivation season (Year 1, Y1 and Year 2, Y2; a.) and experimental site (Morgex, 
M,  Saint Cristophe,  SC,  and Chambave, C;  b.)  on  the mean  values  of  bioactive  compounds  and 
International Organization for Standardization (ISO) 3632 [10] traits on the studied saffron. Data in 
Table  3a  are  presented  as mean  ±  standard  deviation  for  each  site  in  each  year  and  statistical 
comparisons were conducted among mean values of Y1 and Y2. 
a.  Values   
  Year 1  Year 2  Mean values 
ISO 3632 [10] traits 
(E1% abs) 

























































































































































































































































































































































































Morgex  Saint Cristophe  Chambave  p 
Flavour/Picrocrocin  133.5 ± 4.53  132.4 ± 8.26  135.4 ± 7.09  ns 
Aroma/Safranal  41.00 ± 8.82  40.5 ± 6.41  42.6 ± 5.08  ns 
Colouring/Crocins  298.9 ± 110.46  269.10 ± 74.66  309.10 ± 131.04  ns 
Bioactive compounds (mg 100 g−1 DW) 
Coumaric acid  23.67 ± 0.14  23.63 ± 0.18  23.36 ± 0.26  ns 
Isoquercitrin  2.49 ± 0.15  2.55 ± 0.03  2.48 ± 0.12  ns 
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Quercitrin  21.09 ± 6.51  16.63 ± 7.06  18.64 ± 3.03  ns 
Gallic acid  5.28 ± 0.25 a  4.91 ± 0,18 a,b  4.63 ± 0.34 b  * 
Ellagic acid  1.27 ± 0.74  1.33 ± 0.89  1.25 ± 1.06  ns 
Catechin  3.90 ± 1.58  4.56 ± 4.25  5.58 ± 3.11  ns 
Epicatechin  7.49 ± 1.97  10.41 ± 9.58  7.77 ± 1.52  ns 
Safranal  4.18 ± 0.14  4.16 ± 0.22  4.23 ± 0.24  ns 
Crocin I  59.13 ± 21.54 b  68.48 ± 15.78 b  129.60 ± 27.65 a  *** 
Crocin II  26.62 ± 8.45 b  28.84 ± 5.96 b  42.36 ± 6.73 a  * 
Dehydroascorbic acid  30.26 ± 1.45 ab  30.44 ± 0.74 a  28.08 ± 1.46 b  * 
Ascorbic acid  39.73 ± 7.47  45.84 ± 9.43  33.66 ± 6.76  ns 
Total vitamin C  69.99 ± 7.42  76.28 ± 9.16  62.75 ± 4.78  ns 
TPC (mgGAE 100 g−1 
DW) 
1243.70 ± 348.56  2295.19 ± 214.44  1316.21 ± 567.85  ns 
Anthocyanins 
(mgC3G 100 g−1 DW) 




1327.80 ± 313.86  1357.33 ± 323.45  1900.00 ± 687.95  ns 
ABTS (μmolTE g−1)  4.75 ± 0.52  4.37 ± 0.39  4.15 ± 0.40  ns 








in  all  the  three  experimental  sites belonged  to  the quality  category  I, and  this was  true  for both 











Apart  from crocins, Asdaq and  Inamdar  [60] highlighted  that polyphenols, such as  flavonols, are 
responsible  for  the  synergistic antihyperlipidemic and antioxidant potential of  saffron. Results of 
ABTS and FRAP assays also showed an elevated antioxidant activity regardless of the year or site of 
cultivation. ABTS assay values were comparable to those found in Greek saffron by Ordoudi et al. 

















As  resulted  by  the  computed  two‐way ANOVA,  only  quercitrin,  epicatechin,  and  safranal 
content varied  in  the two cultivation cycles  (Table 4a), while the site affected the concentration of 
gallic  acid,  crocin  I,  crocin  II,  and dehydroascorbic  acid biosynthesis  (Table  4b).  Specifically,  the 
content of quercitrin significantly decreased (21.28 and 16.30 mg 100 g−1 DW in the first and second 











Figure  2.  Principal  component  analysis  (PCA)‐biplot  of  the  C.  sativus  corms  and  saffron  traits 
cultivated during  the  first and second growing seasons  (Years 1 and 2)  in  the experimental  fields 
located in the municipalities of Morgex (AO, Italy), Saint Christophe (AO, Italy), and Chambave (AO, 
Italy), according to the first two principal components. 




acid. While  the  corms  from  the  second  growing  season  (Year  2)  presented  higher  agronomic 
performances,  and  the  produced  saffron  contained  higher  polyphenol  content  and  antioxidant 
activities. Specifically, corms in the fields of Morgex and S. Christophe produced more replacement 
corms, mg of saffron per flower, and the spice was of high quality, based on picrocrocin and safranal 





















      Antioxidant Activity  Flavonols  Benzoic Acids  Catechins 
Extraction Method  TPC  Anthocyanins  FRAP  DPPH    ABTS    Hyperoside  Rutin  Ellagic Acid    Epicatechin 
M  465.7 ± 36.4  119.7 ± 15.6  167.3 ± 10.2  5.53 ± 0.79  5.84 ± 1.1  2.00 ± 0.72  0.15 ± 0.04  1.63 ± 0.35  3.13 ± 0.72 
UA  486.9 ± 41.8  119.3 ± 12.8  141.1 ± 7.3  6.06 ± 1.12  8.88 ± 0.97  2.42 ± 0.37  0.13 ± 0.05  3.06 ± 0.66  5.27 ± 0.42   
p  ns  ns  **  ns  ***  ns  ns  ***  * 
Solvent (% methanol)                   
0%  449.8 ± 35.5 b  142.5 ± 23.5 a,b  253.5 ± 5.3 a  4.61 ± 1.27  5.56 ± 1.03 b  2.96 ± 0.64 a  0.16 ± 0.07  1.42 ± 0.35 b  0.00 ± 0.00 b 
20%  374.8 ± 47.2 b  103.3 ± 18.9 a,b  108.8 ± 11.7 c  4.82 ± 1.86  6.45 ± 0.98 b  2.98 ± 0.59 a.  0.09 ± 0.02  2.52 ± 0.18 a  0.00 ± 0.00 b 
50%  402.9 ± 28.0 b  88.8 ± 15.9 b  105.9 ± 15.2 c  6.99 ± 1.43  10.53 ± 1.23 a  1.34 ± 0.79 b  0.16 ± 0.10  2.71 ± 0.31 a  9.18 ± 0.97 a 
80%  677.7 ± 23.4 a  143.3 ± 22.3 a  148.6 ± 10.4 b  6.77 ± 1.76  6.79 ± 0.72 b  1.53 ± 0.68 b  0.21 ± 0.09  2.72 ± 0.22 a  7.62 ± 1.65 a 
p  ***  *  ***  ns  ***  ***  ns  **  *** 
Interaction                   








to 677.7 mgGAE 100 g−1 FW, and  from 88.8  to 143.3 mgC3G 100 g−1 FW  (Table 5). No  significant 




















better  extracted  ellagic  acid. A  high  content  of methanol  (>50%) was  significantly  effective  for 
epicatechin. Chromatographic  profile  of  all  the  considered  samples  (maceration  vs.  ultrasound‐
assisted extraction at each methanol percentage) were  reported  for each phenolic  class  (cinnamic 
acids and flavonols in Figure 3; benzoic acids and catechins in Figure 4). 




hydroalcoholic  (20%,  50%,  and  80%  of  methanol)  extracts  of  fresh  saffron  tepals  obtained  by 
maceration (M) and ultrasound assisted (UA) extraction. Coumaric acid was not detected in aqueous 
(0% methanol) and hydroalcoholic  (20%) samples, however  it was  identified but not quantified  in 
hydroalcoholic (50% and 80% of methanol) extracts. 
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Figure  4. Chromatographic profile of benzoic  acids and  catechins  in  aqueous  (0% methanol) and 
hydroalcoholic  (20%,  50%,  and  80%  of  methanol)  extracts  of  fresh  saffron  tepals  obtained  by 
maceration  (M) and ultrasound assisted  (UA) extraction. Epicatechin was not detected  in aqueous 






of  the  family  of Hypericaceae, Rosaceae,  and  Labiatae,  and  the  genus Crataegus  [71].  This 
molecule  has  been  suggested  to  attenuate  oxidative  stress‐related  diseases.  Catechins  and 
flavonols are known to be extremely important for human health. Several studies support the 
health benefits of the consumption of food rich in catechins, such as mint and tea, considered to 
be  responsible  for  preventing  cardiovascular  diseases,  improving  blood  flow,  eliminating 
various toxins and improving resistance to various illnesses thanks to their antioxidative, anti‐
inflammatory,  antidiabetic  and  antimicrobial  properties  [72].In  the  present  work,  Pearson 
correlations  indicated significant positive correlations (p ≤ 0.05) between  increasing methanol 
content and ellagic acid, epicatechin, TPC and DPPH assay. On the contrary, hyperoside content 
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compounds also determine  their  solubility  in  solvents of different polarity. Regarding  the  single 















wastes  to  value‐added  products,  with  applications  in  the  food  sector  as  colouring  agents, 
antioxidative agents, preservatives, and many more. 
Most industrial processes are basically scaled‐up from the processes developed at laboratory scale, 
with a need  for more efficient processes  that  can  increase yields and  the overall quality of natural 




extraction of biocompounds  and  allowed  the  characterization of  the  saffron  residue. The bioactive 
profile  indicated  differences  in  the  polyphenolic  composition,  such  as  flavanols,  anthocyanins, 
flavonols,  and  phenolic  acids,  which  may  guide  technological  and  functional  applications.  In 
conclusion, the extractive approaches proposed in this work provide insights for the reutilization of this 
vegetal residue as a viable alternative to develop quality products with added value. 
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